昆 忠 学报 Acta Entomologica Sinica, December 2012, 55(12) : 1406 — 1412 ISSN 0454-6296 


Bt 毒素 诱导 下 小 六 蛾 实时 定量 PCR 
内 参 基因 的 筛选 
符 RU. 文 ， 张 E, RRA, EDE, RAE? 


(1. 湖南 农业 大 学 农药 研究 所 , 长 沙 410128; 2. 湖南 省 植物 保护 研究 所 , 长 沙 410125; 
3. 中 国 农业 科学 院 蔬 菜 与 花 齐 研 究 所 , 北京 100081) 





摘要 :【 目 的} 筛选 出 Bt 毒素 诱导 后 的 小 菜 蛾 Plutella xylostella (L. ) 的 实时 定量 PCR 最 适 内 参 基 因 。[ 方 法】 选取 
核糖 体 18S rRNA (18S rRNA)、 肌 动 蛋白 (ACTB)、 延 伸 因 子 (EF1)、3- 磷 酸 甘油 醛 脱 氢 酶 (CAPDH)、 核 糖 体 蛋 日 
L32 ( RPL32)、 核 糖 体 蛋白 S13 ( RPS13)、 核 糖 体 蛋白 S20 (RPS20) 和 6-ME EA (TUB) 基因 作为 候选 内 参 基 因 ， 
以 geNorm, Normfinder 和 BestKeeper 软件 分 析 这 8 个 基因 在 Bt 毒素 诱导 后 的 小 染 蛾 不 同 品系 中 肠 组 织 中 的 表达 稳 
定性 。 并 应 用 筛选 出 来 的 内 参 基 因 分 析 小 菜 蛾 氮 肽 酶 2( aminopeptidase N2, APN2) 基因 的 表达 水 平 。 【结果 ] 
geNorm 软件 以 RPS13 和 EF1 为 最 稳定 内 参 基 因 ，NormFinder 和 BestKeeper 软件 均 以 RPS13 和 RPL32 为 最 稳定 基 
因 。 使 用 3 种 不 同 内 参 基 因 分 析 Bt 毒素 诱导 后 的 小 汪 蛾 Bt 抗 性 和 敏感 品系 中 4VP2 表达 水 平时 , 新 的 内 参 基因 
EFI 和 传统 内 参 基因 RPL32 表现 了 良好 的 稳定 性 , 二 者 作为 标准 化 因子 , ANP2 表达 量 结果 基本 一 致 , 而 使 用 185 
rRNA 作为 内 参 基因 , 却 导致 部 分 表达 量 分 析 结 果 有 所 误差 。【 结论 ] 筛选 出 PRS13 ,RPL32 和 EF1 可 以 作为 小 菜 
蛾 某 些 试验 条 件 下 的 内 参 基因 ,对 小 全 蛾 基因 表达 研究 葛 定 了 一 定 基础 ， 也 对 其 他 昆虫 内 参 基 因 的 筛选 具有 参考 
价值 。 
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Selection of valid reference genes for gene expression studies by 
quantitative real-time PCR in Plutella xylostella ( Lepidoptera: 


Plutellidae) after exposure to Bt toxin 
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Institute of Pesticide Science, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. Hunan Plant 
Protection Institute, Hunan Academy of Agricultural Sciences, Changsha 410125, China; 3. Institute of 
Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract: [Aim] To select the suitable reference genes in Plutella xylostella after exposure to Bt toxin by 
quantitative real-time PCR. [Methods] Eight candidate reference genes, including 18S ribosomal RNA 
(18S rRNA) , beta actin gene ( ACTB) , elongation factor 1 gene ( EF1) , glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase gene ( GAPDH) , ribosomal protein L32 gene ( RPL32), ribosomal protein S13 gene 
(RPS13), ribosomal protein S20 gene ( RPS20) , and B-tubulin gene ( TUB) , were chosen. The 
stability of these candidate reference genes was investigated using three softwares ( geNorm, NormFinder 
and BestKeeper). Then, the expression of aminopeptidase N2 gene ( APN2) was analyzed by using 
different reference genes. [Results] Based on the results of geNorm analysis RPS13 and EF1 were the 
most suitable reference genes in P. xylostella after exposure to the Bt toxin Cryl Ac, while based on the 
results of the NormFinder and BestKeeper analysis RPS13 and RPI32 were the most suitable reference 
genes. Using new reference gene ( EF1) or traditional reference gene ( RPL32) for normalization , similar 
expression levels of APN2 were observed, whereas normalization with the unstable reference gene ( 18S 
rRNA) might lead to erroneous interpretations. [ Conclusion] This work is contributable to the solid 


foundation for future gene expression studies in the diamondback moth, and may also serve as a resource 
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to screen reference genes for expression studies in other insects. 
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JN3SESK Plutella xylostella (L. ) 是 世界 性 害虫 ， 
严重 危害 十 字 花 科 蔬 沫 的 产量 和 品质 (Talekar and 
Shelton, 1993) ,对 多 种 杀 虫 剂 产生 抗 药性 , 极 大 增 
ME Bj dux BE (UE S, 2011). JR zx ETT A 
( Bacillus thuringiensis, 简称 Bt) 能 产生 杀 虫 晶体 有 蛋 
El, 不 但 可 以 作为 微生物 农药 , 亦 可 导入 植物 体内 
形成 转 Bt 基因 作物 , 广泛 应 用 于 害虫 防治 。 但 是 
小 薪 蛾 亦 能 对 其 产生 抗 药性 , 并 且 是 目前 唯一 发 现 
田间 种 群 对 Bt 毒素 产生 抗 药 性 的 害虫 。 

近年 来 , 与 小 沫 蛾 相关 的 研究 (尤其 是 抗 药 性 
机 理 研 究 ) , 大 多 深入 到 基因 水 平 。 众 多 分 子 技术 
中 , 实时 定量 PCR 是 研究 基因 表达 水 平 目前 最 有 
效 的 手段 (Bustin et al., 2005) 。 为 了 保证 目标 基因 
表达 水 平实 时 定量 PCR 结果 的 准确 性 , 引入 了 内 
参 基因 作为 参照 ( Derveaux et al., 2010) 。 理 想 的 内 
参 基因 应 在 各 种 实验 条 件 下 ,其 表达 水 平 不 应 发 生 
太 大 变化 , 但 是 , 实际 中 很 多 传统 的 内 参 基 因 ( 如 
18S rRNA) , 在 某 些 实验 条 件 表达 水 平 变 异 很 大 ， 
不 宜 作 为 内 参 基 因 使 用 。 因 此 在 进行 定量 PCR SC 
验 之 前 , 应 该 对 其 所 用 内 参 基因 的 稳定 性 进行 评 
fr. 而 用 于 评价 内 参 基 因 稳 定性 的 软件 ， 如 
GeNorm, NormFinder 和 BestKeeper 也 应 运 而 生 。 本 
研究 正 是 应 用 此 3 种 软件 , 对 Bt SERES UG HIA 
KIRKA EE PCR 分 析 中 8 种 候选 内 参 基 因 ( 包 
括 目 前 文献 中 已 报道 的 小 亲 蛾 实时 灾 光 定量 PCR 
所 用 的 6 种 内 参 基 因 和 2 种 从 未 在 小 末 蛾 实时 痰 光 
定量 PCR 作为 内 参 使 用 过 的 基因 ) 的 稳定 性 进行 了 
综合 评价 。 随 着 小 洒 蛾 转录 组 测序 等 工作 的 完成 ， 
灾 光 定量 PCR 技术 是 研究 新 基因 功能 的 重要 手段 
之 一 (He et al., 2012) ,本 研究 为 以 后 小 沫 蛾 相关 
基因 表达 水 平 研究 关于 内 参 基因 的 选择 提供 一 定 参 
考 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 HER 

小 亲 蛾 敏感 品系 和 抗 性 品系 均 为 美国 康 奈 尔 大 
学 赵 建 周 研究 员 惠 赠 , 其 中 敏感 品系 室内 饲养 多 
年 , 期 间 从 未 接触 过 任何 药剂 ， 而 抗 性 品系 最 初 于 
室内 以 转 CrylAc 基因 甘蓝 选 育 约 300 代 ， 目 2003 
Ea UH Emi CylA 毒素 和 蛋 日 室内 汰 选 , 搞 


性 接近 1 000 倍 。 实 验 共 分 4 组 : 分 别 为 抗 性 和 敏 
感 品 系 3 龄 幼虫 用 浸 有 CrylAc 毒素 重 日 的 甘蓝 叶 
片 饲 喂 48 h， 而 未 处 理 的 2 个 品系 的 3 龄 幼虫 作为 
对 照 组 , 每 组 收集 存活 的 15 头 虫 体 中 肠 组 织 用 以 
总 RNA 的 提取 , 每 组 重复 3 次 。 
1.2 主要 试剂 

Bt 毒素 为 CrylAc MEER, 由 中 国 农业 科学 
院 植物 保护 研究 所 张杰 研究 员 识 题 组 提供 ; Trizol 
试剂 购 目 美国 Invitrogen 公司 ; 道 转录 试剂 盒 
( PrimeScript? RT Reagent Kit) 购 自 日 本 TaKaRa 公 
H]; K J5 Æ x PCR dU] £& (SYBR Green 
RealMasterMix ) 购 目 北京 天 根 公 司 ; 其 他 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 产品 ; 灾 光 定量 PCR 仪 (ABI 7500 型 ) 
为 美国 ABI 公司 产品 。 
1.3 引物 的 设计 及 合成 

参考 GenBank 中 小 沫 蛾 相应 基因 的 核 苷 酸 序 
列 ,采用 ABI 公司 Primer Premier 5. 0 软件 设计 引 
物 ， 上海 生 工 ( 北 京 ) 公 司 合 成 , 详 见 表 1。 
1.4 总 RNA 提取 与 cDNA 合成 

将 上 述 4 组 样品 分 别 加 入 Trizol 试剂 ,按照 试 
剂 操作 说 明 进 行 小 沫 蛾 中 肠 组 织 总 RNA 提取 。 通 
过 1.2% 珠 脂 糖 凝 胶 电 议和 紫外 分 光 光 度 计 检测 所 
得 总 RNA 的 质量 和 浓度 。 每 组 重复 3 次 , 均 以 20 
buL 体 系 1 pg RNA 的 量 按照 反 转 录 试 剂 盒 说 明 进 
fT cDNA 合成 。 
1.5 实时 菊 光 定量 PCR 
1.S.1 扩 增 效率 分 析 : 利用 敏感 品系 未 处 理 组 
cDNA 为 模板 , 进行 5 倍 稀释 , 共 设 6 个 实验 浓度 ; 
分 别 对 8 个 内 参 基 因 和 4PN2 进行 荧光 定量 PCR, 
构建 标准 曲线 ,参照 Pfa 租 (2001 ) 计算 扩 增 效率 和 
R^, E - (10: -1) x100, 
1.5.2 PCR 片段 序列 分 析 : 将 PCR 扩 增 产物 进行 
亚 克 隆 , 送 TaKaRa 公司 测序 , 并 用 DNAstar 5.0 进 
行 序列 分 析 。 
1.5.3 ”荧光 定量 PCR: 取 上 述 4 ng 道 转录 产物 
(cDNA) 进行 灾 光 定量 PCR, 按照 灾 光 定量 PCR TX 
剂 盒 的 说 明 书 进行 ,每 个 样品 重复 4 次 , 每 组 3 个 
重复 。 反 应 体系 为 25 uL, 包括 12. 5 uL Real 
Master Mix 混合 液 ，10 pmol/L 上、 下游 引物 各 0.5 
uL, cDNA 模板 1 uL, WI RNA 酶 的 水 10.5 pL。 
反应 条 件 : 95C 预 变 性 3 min; 95C 30 s，60%C 
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30 s, 72C 35 s, 4k 40 个 循环 。 反 应 结束 后 确认 
real-time PCR 反应 的 扩 增 曲线 和 熔 解 曲线 。 
1.6 内参 基因 稳定 性 验证 

分 别 选 用 稳定 性 不 同 的 3 个 内 参 基 因 ( EF1， 
RPL32 和 18S rRNA) 分 析 上 述 4 个 处 理 样品 中 小 菜 
IR 4VP2 的 表达 水 平 。 
1.7 数据 处 理 和 分 析 

数据 分 析 采 用 Excel 2003 和 3 种 常用 内 参 稳定 
评价 软件 geNorm ( Vandesompele et al., 2002 )， 
NormFinder ( Andersen et al., 2004) 和 BestKeeper 
( Pfaffl et al., 2004) 参照 其 说 明 进 行 分 析 。 具 体操 
作为 : Excel 2003 中 将 不 同样 本 中 某 一 内 参 基因 Ct 
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值 最 小 者 对 应 样品 的 表达 量 定义 为 1, 其 他 样品 此 
内 参 基 因 的 相对 表达 量 则 为 2^7 (AcCt = 各 样本 Ct 
值 -最 小 Ct 值 ), 将 这 些 数据 导入 geNorm 程序 在 
进行 数据 格式 转换 后 通过 Change Data 命令 利用 
geNorm 程序 计算 基因 表达 稳定 度 M WE, 对 内 参 基 
因 的 表达 稳定 度 进行 排序 (M 值 越 小 则 表达 越 稳 
定 ), 最 后 根据 内 参 基因 标准 化 因子 的 配对 差异 分 析 
(Vn/n +l1) 判 定 内 参 基 因 的 最 适 数 目 。NormFinder 
与 geNorm 类 似 , 仍 需 进行 原始 数据 的 2” 转化 后 进 
行 运算 而 BestKeeper 输入 原始 数据 即 可 。 计 算 相 
对 表达 量 的 数据 方法 为 2 777 3E (Pfaff, 2001) ,并 
用 Tukey 氏 检 验 分 析 各 处 理 间 差异 显著 性 。 


表 1 欧 光 定量 引物 信息 
Table1 Information of the primers used for real-time PCR 


基因 GenBank 登录 号 引物 序列 (5 -37) 
Cene GenBank accession no. Primer sequences 
F: GTTGTTGGGAAGTTGACC 
188 rRNA AY371192 
R: CAGTGCGGCATTCAGT 
F: GCGACTTGACCGACTACCT 
ACTB AB282645 
R:GCCGCAAGATTCCATACCC 
F: GCCTCCCTACAGCGAATC 
EF1 EFA417849 
R: CCTTGAACCAGGGCATCT 
F: GCCACCACTGCCACTC 
GAPDH AJ489521 
R: CGGGACGGGAACACG 
F: CCAATTTACCGCCCTACC 
RPL32 AB180441 
R: TACCCTGTIGTCAATACCTCT 
F: TCAGGCTTATICTCGTCG 
RPS13 AY174891 
R: GCTGTGCTGGATTCGTAC 
F: GCCCACCAAGTTCCTGC 
RPS20 AB180449 
R: ATCTCCCGAGGGCGAGTG 
F: TGTCTGCCACCTTTATCG 
TUB EU127912 
R: CCGCCTCTGTGAACTCCATC 
F: TGATAACGGAGATGCTAA 
APN2 GU479677 
R: CATTTCGTCAGTGGAGGG 
2 R 
2.1 小 莱 蛾 实时 定量 PCR 分 析 中 候选 内 参 基 因 的 


表达 水 平 

8 个 候选 内 参 基 因 PCR 扩 增 产物 测序 结果 与 对 
应 GenBank 登录 序列 的 一 致 性 均 高 于 97% ,通过 构 
建 8 个 基因 的 标准 曲线 , 得 出 扩 增 效率 为 96% ~ 


扩 增 片段 (bp) 序列 一 致 性 (%) 扩 增 效率 (%) R 

Amplicon size Identity Amplification efficiency 
187 99 96.5 0.991 
272 100 102.8 0. 999 
161 97 111.1 0. 995 
177 99 112.8 0. 997 
120 99 102.8 0. 996 
100 99 96.4 0. 995 
123 98 96.3 0. 995 
147 98 96.1 0. 997 
102 100 102.3 0. 998 


113% ,并且 R^ 值 均 在 99% 以 上 , 说 明 标 准 曲线 线 
性 关系 很 好 ( 表 1) 。 引 物 特异 性 主要 依据 次 解 曲线 
是 否 为 单一 峰 , 本 研究 中 8 个 基因 溶解 曲线 均 为 单 
一 峰 ， 即 无 非特 异性 灾 光 ,因而 定量 准确 。 各 候选 
内 参 基因 表达 水 平 变化 情况 见 图 1， 由 图 1 可 知 ， 
VJ EFY f ACTB 平均 表达 丰 度 最 高 (Ct 值 最 小 ) ,Ct 
值 变化 范围 最 小 的 基因 是 EFL, RPL32 和 RPS13, 
而 变化 范围 最 大 的 基因 是 188 rRNA M TUB, 
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基因 表达 水 平 (Ct 值 ) 
Gene expression level ( Ct value) 


ACTB EFI RPL32 RPS13 RPS20 GAPDH 188 rRNATUB 


候选 内 参 基 
Candidate reference gene 


图 1 MERE EE PCR 分 析 中 各 候选 基因 的 表达 水 平 
Fig. 1 Expression levels of candidate reference genes in 


Plutella xylostella in quantitative real time PCR 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 。Data in the figure are mean + SE. 


2.2 小 菜 蛾 实时 定量 PCR 分 析 中 候选 内 参 基因 的 
稳定 性 分 析 

2.2.1 geNorm 结果 : Bt 毒素 诱导 后 的 小 沫 蛾 中 肠 
组 织 中 8 种 候选 内 参 基因 的 稳定 性 见 图 2。 表达 最 
稳定 的 是 EFl 和 RPS13 ,其 平均 表达 稳定 性 M 值 
在 0.5。 其 次 是 ACTB, RPS20, RPL32 ĝi GAPDH, 
这 些 基因 的 M 值 均 低 于 1.5, 在 此 条 件 下 可 作为 内 
参 基因 使 用 , 而 18S rRNA 和 7UB 基因 M 值 高 于 
1.5, 在 此 条 件 不 推荐 作为 内 参 基因 使 用 。 关 于 内 
参 基因 数目 的 判定 ，geNorm 软件 以 标准 化 因子 配 
对 差异 (pairwise variations ) 值 0. 15 默认 为 取舍 值 ， 
即 当 Vn/n +1<0.15 时 , 说 明 没 有 必要 选择 使 用 数 
量 大 于 n+1 的 看 家 基因 作为 内 参 。 虽 然 本 研究 中 
标准 化 因子 配对 差异 值 ( Vn/n +1) 均 >0.15, 但 是 
以 V2/3 最 小 , 即 在 此 之 后 增加 更 多 的 内 参 基因 也 
不 能 降低 标准 化 因子 配对 差异 值 (Vn/n € 1) , 亦 可 
认为 使 用 2 个 最 稳定 的 基因 (EFl 和 RPS13) 即 可 
(Bl 3), 

2.2.2  NormFinder 结果 : Bt 毒素 诱导 后 的 小 某 蛾 
中 肠 组 织 中 8 种 候选 内 参 基 因 稳 定性 见 图 4。 
NormFinder 结果 与 geNorm 结果 基本 一 致 ，RPS13 
仍 是 最 稳定 基因 ,18S rRNA 和 TUB 为 最 不 稳定 基 
E. 不 同 的 是 EF1 稳定 性 排 在 RPL32 之 后 。 

2.2.3  BestKeeper 结果 : Bt EA A Jn NKIR 
中 肠 组 织 中 8 种 候选 内 参 基 因 稳 定性 见 表 2。 
BestKeeper 是 以 标准 差 ( SD ) 与 调节 系数 标准 差 SD 
[+x-fold]j 评 判 基因 表达 稳定 性 , 其 值 越 小 表示 越 稳 
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平均 表达 稳定 性 M 值 
Average expression stablity M 


=y 


最 不 稳定 基因 Least stable genes ”最 稳定 基因 Most stable genes 

图 2 利用 geNorm 评价 8 种 内 参 候选 基因 在 Bt 毒素 诱导 后 
的 小 菜 蛾 中 肠 组 织 中 的 稳定 性 
Fig. 2 Average expression stability values (M) of the candidate 
reference genes in midgut of Plutella xylostella after 
exposure to Bt toxin analyzed by geNorm 

geNorm 软件 中 平均 表达 稳定 性 M 值 越 低 表 示 该 基因 表达 越 稳定 。 
A Tiver M élue dndiestes mae aule amean, sk analysed by fe 


geNorm software. 


准 化 因子 配对 差异 值 


Average pairwise variations 


未 


f. 


V2/3 V3/4 V4/5 V5/6 V6/7 V7/8 
最 适合 内 参 基因 数目 判定 
Number of reference genes used for normalization 


图 3 利用 geNorm 评价 Bt 毒素 诱导 后 的 小 全 蛾 中 
内 参 基因 的 最 适 数目 
Fig. 3 Optimal number of reference genes in Plutella xylostella 
after exposure to Bt toxin for normalization evaluated by geNorm 
平均 标准 化 因子 配对 差异 值 von +1 可 以 判断 是 否 需 要 使 用 数量 > 
(n+1) 个 内 参 基因 的 必要 性 。Average pairwise variations are 
calculated between the normalization factors NF, and NF,,, to indicate 
whether inclusion of extra reference gene adds to the stability of the 


normalization factor. 


Æ, 5 geNorm 和 NormFinder 结果 不 同 的 是 ， 
BestKeeper 以 RPL32 为 最 稳定 内 参 基 因 , 但 是 
RPS13 和 EF1 仍 排列 在 前 3 名 。 最 不 稳定 内 参 基 
因为 TUB 和 GAPDH 
2.3 ”内参 基因 稳定 性 验证 

为 验证 已 短 选 的 内 参 基 因 稳 定性 , Pede T / v3 
蛾 稳定 性 较 好 的 RPL32 (小 亲 峨 常用 内 参 基 因 ) 和 
EFI ORRI BASEA ) ,以 及 稳定 性 较 差 的 
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R2 利用 BestKeeper 软件 评价 8 种 内 参 候 选 基因 在 Bt 毒素 诱导 后 的 小 菜 蛾 中 肠 组 织 中 的 稳定 性 


Table 2 Summary statistics generated by the BestKeeper analysis for candidate reference genes in the 


midgut of Plutella xylostella after exposure to Bt toxin based on quantification cycle values ( Cq) 


参数 Parameters 


RPL32 RPS13 EFI 
样本 数 n 12 12 12 
Geo 均值 Geo Mean [Cq] 18. 04 18.15 17.54 
AR 均值 AR Mean [Cq] 18.05 18.18 17.57 
最 小 值 min [ Cq] 16.18 16. 80 16.61 
最 大 值 max [Cq] 19.25 22.34 21.52 
标准 差 SD [x Cq] 0.45 0.64 0.74 
变异 系数 CV [96 Cq] 2.52 3.52 4.19 
x-fold 最 小 值 min [ x-fold ] -3.62 -2.56 -1.91 
x-fold 最 大 值 max [ x-fold ] 2.32 18.16 15.75 
x-fold 标准 差 SD [+ x-fold] 1.37 1.56 1.67 
稳定 性 排序 Stability ranking 1 2 3 


平均 稳定 性 值 
Average stability value 


TUB 1SSrRNAGAPDH ACTB  RPS20 EFI RPL32 RPSI3 
ues ==> 
最 不 稳定 基因 Least stable genes ”最 稳定 基因 Most stable genes 


图 4 利用 NormFinder 评价 8 种 内 参 候选 基因 在 
Bt 毒 系 诱导 后 的 小 荣 蛾 中 的 稳定 性 
Fig. 4 Average expression stability values of the candidate 
reference genes in Plutella xylostella after 


exposure to Bt toxin analyzed by NormFinder 


NormFinder 软件 中 稳定 性 值 越 低 表示 该 基因 表达 越 稳定 。A lower 
stability value indicates more stable expression, as analyzed by the 


NormFinder software. 


188 rRNA, 使 用 这 3 种 内 参 基因 分 析 了 小 亲 蛾 氨 肽 
酶 基因 4PN2 分 别 在 Bt 毒素 Cryl Ac 诱导 前 后 的 敏 
感 品 系 和 抗 性 品系 中 的 表达 量 , 结果 见 图 5。 由 图 
可 知 , 以 RPL32 作为 内 参 基因 , 诱导 前 的 敏感 品系 
中 APN 的 相对 表达 量 显 车 高 于 其 他 3 种 处 理 , WE 
导 后 的 敏感 品系 中 APM 的 相对 表达 量 显著 高 于 诱 
导 前 的 抗 性 品系 中 的 相对 表达 量 , 而 在 诱导 前 后 的 
抗 性 品系 中 相对 表达 量 无 显著 差异 。 以 EF 为 内 
SEAN, 结果 与 内 参 基因 RPL32 一 致 。 但 是 以 稳定 


基因 Genes 

ACTB RPS20 18S rRNA GAPDH TUB 

12 12 12 12 12 
16.81 18. 55 17. 83 21.10 21.38 
16. 85 18.59 17.95 21.20 21.49 
15. 84 16.70 16. 13 16. 75 16. 97 
21.76 22.3] 23.80 24. 63 24. 74 
0. 82 0. 84 1.61 1.63 1.86 
4. 84 4.53 8. 94 7.70 8.64 
-1.95 -3.59 -3.26 -20.49 -21.35 
30. 87 13.56 62.55 11.55 10. 24 
1.76 1:79 3.04 3.10 3. 62 

4 5 6 7 8 














相对 表达 量 
Relative expression level 





NF(RPL32) NF(EFI) 


标准 化 因子 


Normalization factor 
图 5 利用 不 同 内 参 基 因 计 算 小 沫 蛾 APN2 在 Bt 毒素 诱导 
前 后 的 敏感 品系 和 抗 性 品系 中 的 表达 水 平 
Fig. 5 The expression level of APN2 in Plutella xylostella with 


NF(18S rRNA) 


and without exposure to Bt toxin by quantitative real-time PCR 
using different reference genes 

RS: 抗 性 品系 Resistant strain; SS; 敏感 品系 Susceptible strain; Bt- 

RS; Bt 诱导 的 抗 性 品系 Resistant strain after exposure to Bt toxin 

exposure; Bt-SS; Bt 诱导 的 敏感 品系 Susceptible strain after exposure to 

Bt toxin. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 差 异性 显 

著 (P «0.05, Tukey R Ez Z5), Data in the figure are mean + SE; 








different capital letters above bars mean significant difference ( P «0.05, 


Tukey’ s test). 


性 较 差 的 188 rRNA 为 内 参 基 因 , 诱导 前 后 的 敏感 
品系 中 APM 的 表达 并 无 显著 差异 。 因 此 使 用 不 稳 
定 内 参 基因 可 能 导致 实时 灾 光 定量 PCR 的 相对 表 
达 量 分 析 结 琳 的 错误 。 
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3 讨论 


实时 荧光 定量 PCR 因 其 快速 性 、 精 确 性 和 灵 
BIE, 在 人 研究 基因 表达 水 平方 面 得 到 广泛 应 用 , 然 
而 适合 稳定 的 内 参 基 因 的 正确 选择 是 保证 其 结果 可 
徘 性 的 前 提 条 件 (Bustin et al., 2005; VanGuilder et 
al., 2008; Derveaux et al., 2010), 目前 ， 小 荣 蛾 基 
E XA ESSE FH BUM S3EBI GE GAPDH, ACTB 和 
18S rRNA( Du et al., 2005; Song et al., 2008; Yang 
et al., 2009) 。 但 是 , 这 些 内 参 基 因 在 某 些 试验 条 
件 下 的 表达 差异 较 大 , 在 进行 实时 灾 光 定量 PCR 
试验 之 前 需要 对 其 稳定 性 重新 评估 。 本 研究 根据 文 
献 报道 , 选择 了 6 个 在 文献 中 小 沫 蛾 使 用 过 的 内 参 
基因 ,并 挑选 了 2 个 从 未 在 小 末 蛾 使 用 过 的 基因 
(EFI 和 RPS20) , Xp xx 8 种 候选 内 参 基因 在 Bt 毒 
素 诱 导 后 的 小 亲 蛾 中 肠 组 织 中 的 表达 稳定 性 进行 了 
探讨 。 结 果 表 明 小 业 蛾 新 内 参 基 因 EFI 表现 了 良 
好 的 稳定 性 ,其 结果 与 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster( Ponton et al., 2011) Je E rh. Chortoicetes 
terminifera ( Chapuis et al., 2011) 基本 一 致 ， 即 EFI 
均 被 筛选 为 最 合适 内 参 之 一 。 在 此 基础 上 , 通过 使 
用 不 同 内 参 基因 计算 小 末 蛾 APN2 基因 表达 水 平 ， 
来 验证 所 选 内 参 基因 的 可 徘 性 , 结果 表明 以 EFI 作 
为 内 参 , 计算 结 采 与 稳定 性 较 好 的 传统 内 参 RPL32 
结果 一 致 , 但 以 18S rRNA 为 内 参 基 因 计 算 , 却 导 
致 部 分 试验 结果 产生 误差 。 

目前 最 常用 的 用 于 内 参 稳定 性 评价 的 3 种 软件 
分 别 是 geNorm, NormFinder 和 BestKeeper。 本 研究 
中 3 种 软件 结 采 基本 一 致 ， 即 RPSI3, EFI 和 
RPL32 均 排 名 靠 前 , 表明 有 和 良好 的 稳定 性 , 但 3 种 
基因 具体 排名 因 软 件 不 同 而 有 所 差异 。 值 得 一 提 的 
是 ，geNorm 软件 除了 排序 功能 外 , 还 有 最 适合 内 参 
基因 数目 选择 的 功能 。 越 来 越 多 人 研究 者 意识 到 实时 
诡 光 定量 分 析 中 使 用 一 个 内 参 往往 不 够 , 仍 需 增加 
至 2 ~3 个 内 参 共同 使 用 ,以 此 来 减少 计算 结果 的 
系统 误差 (Radonit et al., 2004) 。 至 于 如 何平 衡 3 
种 软件 的 排序 结果 ,也 可 借助 其 他 软件 或 平台 ,如 
RefFinder ( http://www. leonxie. com/referencegene. 
php? type = reference) 即 是 一 球 免 费 的 g 参评 价 网 络 
平台 ,其 整合 了 geNorm, NormFinder 和 BestKeeper 
等 软件 结果 而 得 出 一 个 最 终 综合 排名 结果 。 

内 参 基因 的 稳定 性 不 是 一 成 不 变 的 , 不 仅 与 实 
验 条 件 相关 , 亦 与 样本 的 组 织 有 很 大 程度 相关 ( 吴 


家 红 等 , 2011; 李 俊 等 , 2012) , 不 适合 的 内 参 基因 
的 选择 极 有 可 能 导致 实时 定量 PCR 实验 最 终结 来 
的 误差 。 因 此 , 在 进行 实时 定量 PCR 内 参 基因 选 
择 时 , 仅 参考 文献 报道 的 内 参 基 因 远 远 不 够 , 应 进 
行 仔 细 分 析 和 评价 所 选 内 参 基因 在 特定 试验 条 件 下 
的 稳定 性 。 随 着 小 瑟 峨 更 多 新 基因 的 发 现 , 实时 和 定 
量 PCR 将 更 广泛 应 用 于 这 些 新 基因 功能 研究 , 本 
研究 不 仅 对 小 沫 蛾 相关 的 基因 表达 分 析 中 内 参 基 因 
的 选择 提供 了 试验 依据 , 也 对 其 他 昆虫 内 参 基 因 短 
选 方 法 提供 了 一 定 的 参考 。 
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